Az antigénprezentalo sejtek, a regulatorikus T sejtek és az NKT sejtek

fenotipusos és funkcionalis vizsgalata atopias dermatitisben

Végso szakmai beszamolo

Az atopias betegségekben szenveddk szdmanak robbanasszerii novekedését ma mar a
»jarvanyok” kialakulasahoz hasonlitjak. Ezen korképek egyike az atopias dermatitis (AD) egy
kronikus, hulldmzoé lefolyast, gyulladdsos bérbetegség, melynek legfébb klinikai jellemzdi az
erds viszketés €s a szaraz bor. El6fordulasi gyakorisaga a II. vilaghaboru 6ta egyes foldrajzi
teriileteken akar huszszoros novekedést is mutatott, jelenleg Eurdpaban a gyermekek 10-20%-
a, hazdnkban végzett felmérés szerint 17%-a szenved a betegség eltéré sulyossagi formai
miatt. Késobbi életkorban az esetek 30%-aban asthma bronchiale, 60%-ban rhinitis allergica
tarsul hozza, s a harom betegség egyiitt alkotja az atopids betegségek csoportjat.

Az AD multifaktorialis betegség, kialakulasaban o6roklott tényezok és szamos kornyezeti
faktor jatszik szerepet. A kornyezeti tényezOk koziil, melyek hatdsara a meglévd genetikai
hajlam talajan a betegség manifesztalodik, ki kell emelni az allergének (élelmiszerek, ndvényi
pollenek, porok, atkak, allati sz6rok), az irritald tényezok (éghajlat, gyapju ruhazat, izzadas)
¢s a fertdzo agensek (baktériumok, gombdk, virusok) szerepét. A genetikailag meghatarozott
tényezOk kozott ismertek a karosodott bor barrier funkcid, az immunrendszer miikodésében
mutatkozé eltérések és a neurovegetativ idegrendszer zavara. Ezek koziil munkacsoportunk
mar korabban is kiemelten foglalkozott az adaptiv immunvalasz AD-re jellemz0 eltéréseivel
és a betegek vérében jelentds Th2 dominanciat tudtunk kimutatni. Az elmult négy évben
kutatasaink soran a fenti valtozasok hatterében esetlegesen kimutathatd regulatorikus T sejt,
antigénprezentald sejt, illetve NKT sejt szambeli és funkcionalis eltéréseket vizsgaltuk.
Ugyancsak tanulmanyoztuk a velesziiletett immunvalasz tovabbi paramétereit, a Toll szerii
receptorok (TLR) szaménak ¢és funkcidjanak valtozésait, egyes leukotriének, és

crer

szenzibilizaltsag fokaval AD-es betegekben.

Regulatérikus T sejtek vizsgalata atopias dermatitisben

A regulatorikus T sejteknek ma mar szamos csoportjat leirtdk. Részletesen 3 {0 tipusat

tanulmanyozta eddig az irodalom, a timuszban keletkezd és a periférian elsésorban sejt-sejt



kontaktus utjan hat6 un. ,,természetes” regulatérikus sejteket, a CD4+/CD25+/Foxp3+ nTreg
sejteket, valamint a periférian képz6dé Th3 és Trl sejteket, melyek TGF-f3 és IL-10 termelés
révén fejtik ki hatadsukat. AD-ben kevés irodalmi adat ismert a regulatorikus T sejtek szdmat,
vagy funkciojat illetéen. Sajat vizsgalatainkban stlyos AD-ben szenvedd betegektol nyert
vérbol hataroztuk meg aramlasi citometriai modszerrel a Trl és nTreg sejtek szazalékos
aranyat és abszolut sejtszamat. Megallapitottuk, hogy mig a Trl sejtek szama szignifikdnsan
emelkedett AD-ben, a nTreg sejtek szama nem kiilonbozott a kontrollok értékeitél. Az AD-
ben végzett vizsgalataink eldtt a modszer bedllitdsa soran kutatdcsoportunk részt vallalt
egyéb, autoimmun koérképekben végzett regulatorikus T sejt vizsgalatokban is. Ezt kdvet6en a
nTreg sejtek funkciojanak pontos értékelése céljabol regulativ T sejteket és effektor T sejteket
tartalmazd kevert limfocita kulturdkat allitottunk eld, amelyekhez a sejteket magneses
mikrogyongy technikaval izolaltuk a betegek periférias vérmintaibol. A CD3/CD28 T sejt
expander hatasara bekovetkezd sejtproliferacid mértékének megéllapitdsdhoz egy tetrazdlium
formazan atalakulason alapulé fotometrias modszert hasznaltunk. A rendszerhez az esetek egy
részében staphylococcal enterotoxin B-t (SEB) is adtunk, s a betegek regulativ T sejtjeinek
szuppresszor aktivitasat SEB-el stimulalt és stimulalatlan rendszerben is vizsgaltuk. Az AD-
ben szenvedd betegek regulativ T sejtjeinek funkcionalis aktivitasdban nem mutatkozott
valtozas sem alap esetben, sem a SEB-el torténd kezelés soran.

A vérvizsgalatok mellett borbdl nyert szovettani anyagokon is elvégeztiik a regulatorikus T
sejtek kimutatasat immunhisztokémiai modszerrel. Az irodalomban els6k kozott, akut AD-es
bormintakban nagy szamban, kronikus gyulladasos bérmintakban, kisebb mértékben ki tudtuk
mutatni a nTreg sejtek jelenlétét. Irodalmi adatokbol ismert, hogy nem csupan a nTreg sejtek
hordoznak Foxp3 pozitivitast, hanem érésiikk soran atmenetileg az effektor T sejtek 1is
megjelenitik ezt a transzkripcios faktort, igy az AD-ben nagy szdmban altalunk detektalt
CD4+/CD25+/Foxp3+ T sejtek immunszuppressziv aktivitasanak vizsgalata tovabbi célunk.
Eredményeink alapjan meg tudtuk allapitani, hogy AD-ben a periférias vérben sem a nTreg
sejtek szama, sem funkcidgja nem mutat karosodadst, a Trl sejtek szama azonban
szignifikansan emelkedett, mely elsésorban kompenzatorikus véltozasnak és nem a
patogenezisben szerepet jatszo kivaltd tényezOnek tlinik. Az AD-es gyulladasos bérben nagy
szamban kimutatott CD4+/CD25+/Foxp3+ T sejtek regulatorikus funkcidja tovabbi
vizsgalatokat igényel.

(Szegedi A, Barath S, Nagy G, Gal M, Sipka S, Bagdi E, Banham AH, Krenacs L: Regulatory T cells in atopic
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atopic dermatitis (kézlemény, elékésziiletben); Barath S, Sipka S, Szodoray P, Szegedi A, Aleksza M. Végh J,
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Antigénprezentalo sejtek vizsgalata atopias dermatitisben

Akut ¢és kronikus AD-es bérmintakat vizsgaltunk immunhisztokémiai modszerrel. Az akut
gyulladdsos anyagot pozitiv atopy patch teszt teriilet¢ben végzett biopszidval nyertik. Az
irodalomban eldszor sikeriilt leirnunk, hogy akut AD-es epidermisben a dendritikus sejtek
csoportokat alkotva helyezkednek el, mely csoportokban szoros kapcsolat mutathaté ki a
dendritikus sejtek és a CD4+/CD25+/Foxp3+ T sejtek kozott. Ezeket a dendritikus sejt
csoportokat nem lehetett megfigyelni sem a kronikus AD-es 1éziokban, sem a psoriasisos
kontrollokban. Fenotipusosan a sejtekre a CD1a+/CD11c+/CD40+/CD123-/CD207- felszini
molekula készlet volt jellemzd, vagyis a sejtek nem Langerhans sejt tipusu, hanem az AD-re
korabban leirt és karakterisztikus, IDEC (Inflammatory Dendritic Epidermal Cell) tipust
dendritikus sejtek voltak. Ezen IDEC tipusu sejtek szoros kapcsolata a CD4+/CD25+/Foxp3+
T sejtekkel is utal arra, hogy a dendritikus sejtek kiemelt szerepet jatszanak a T sejtek effektor
vagy regulatorikus iranyu érésében lokalisan az epidermisben.

Masik vizsgalatunkban AD-ben szenvedd betegek periférias vérébdl szarmazé monocitakbol
eldallitott éretlen és érett dendritikus sejtek felszini kostimulédcidés molekula készletét
hasonlitottuk 0ssze nem atoOpias kontrollok hasonlé sejtjeivel. AD-es betegek és egészséges
donorok periférias vérébdl magneses szeparalassal nyertiink CD14+ monocitakat, melyeket 5
napon keresztiil differencialtattunk I1L-4 és GM-CSF jelenlétében éretlen dendritikus sejtekké
(DC-SIGN+CD1a+CD14-). Az éretlen dendrititkus sejtek érését LPS-sel indukaltuk, és
detektaltuk a felszini CD83 expressziot. Ezt kovetéen vizsgaltuk a B7-H2, CD274 és CD273
kostimulaldo molekuldk expresszidjat, valamint az expresszid valtozasat D-vitamin hatasara
mind az AD-s betegeken, mind a kontroll sejteken sejtfestési és PCR modszerekkel. A
CD273 mRNS expresszidja a kontrollokban emelkedett volt érett dendritkus sejteken az
éretlen sejtekhez képest, mig ezt a valtozast nem tudtuk demonstralni AD-es betegeken. A
CD274 kostimulaldé molekula esetén hasonld jelenséget tapasztaltunk a kontrollokban,
ugyanakkor ez megfigyelhetd volt az AD-es betegekben is. A molekularbiologiai modszerek
bevezetése igényelte, hogy részt vallaljunk egy olyan kisérletsorozatban is, melyben egyéb

adhézids molekuldk vizsgalatat végeztiik.
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5: 984-993.; Nagy G, Dobrosi N, Payer E, Rajnavolgyi E, Bird T, Szegedi A: The Effect of 1a,25
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NKT sejtek vizsgalata atopias dermatitisben

A periférias T sejtek 5-15%-at kitevd NKT sejtek a limfocitak olyan alosztalyat képezik,
melyek az NK sejtekre jellemzé NKRP1A (CD161) molekulat és T sejt receptort (TCR)
egyarant kifejeznek a felsziniikon. Az altaluk hordozott TCR-ok nagyon csekély
valtozatossagot mutatnak, csaknem kivétel nélkiil va24 lancbol és legtobbszor VP11 lancbol
épiilnek fel. Az NKT sejtek a nem polimorf, MHC szeri CD1d antigén prezental6 molekula
altal bemutatott glycolipid antigéneket ismernek fel. Aktivalodast kdvetden nagy mennyiségli
IL-4 és/vagy IFN-y termelésre képesek, igy szerepiik lehet az allergias betegségekre jellemzd
Th2 dominancia kialakitdsaban. Sajat vizsgéalatainkban aramlédsi citometrids modszerrel
tanulmanyoztuk AD-ben szenvedd betegek vérében az NKT sejtek szazalékos aranyat
valamint abszollt sejtszamat és mindkét paraméter szignifikans csokkenését tudtuk kimutatni.
Nem taldltunk Osszefiiggést a sejtszam ¢€s a betegek klinikai paraméterei kozott. Ugyancsak
megallapitottuk, hogy az NKT sejtek négy alpopulacidja koziil (CD4+, CD8+, dupla pozitiv,
dupla negativ) legnagyobb mértékben a dupla negativ (CD4-/CD8-) alcsoport szama
csokkent. Az NKT sejtek és alcsoportok funkcidjanak vizsgalata soran intracitoplazmatikus
citokin mérési modszerrel mértiik a sejtek IFN-y és IL-4 termelését. Eredményeink szerint az
irodalomban eldszor sikeriilt kimutatnunk, hogy a CD4-/CD8- NKT alcsoport szignifikansan
kevesebb IFN-y-t és szignifikansan tobb IL-4-et termel az egészséges kontrollokhoz képest
AD-ben. Véleményliink szerint az NKT sejtek szamaban és funkcidjaban észlelt jelentds és
szignifikans eltérés patogenetikai szereppel birhat az AD-re jellemz6 Th2 dominancia €s

kronikus gyulladas kialakulasaban.

(Gyimesi E, Sipka S, Szarazne Sz M, Zeher M, Gaspar K, Remenyik E, Szegedi A: Flow cytometric analysis of
peripheral invariant NKT cells in patients with atopic dermatitis. J Invest Dermatol 129: S7. 2009.; Gyimesi E,
Sipka S, Szarazné MS, Szegedi A: Analysis of invariant NKT cells of patients with atopic dermatitis by flow
cytometry Eur J Immunol 2009: 39: S55-279.; Gyimesi E, Gaspar K, Zeher M, Bird T, Szegedi A: Altered

peripheral INKT cells in atopic dermatitis. J Invest Dermatol — k6zlés alatt)



Toll szerii receptorok (TLR) vizsgalata atopias dermatitisben

AD-ben a gyakori borfertézések nemcsak jellegzetes klinikai tlinetként jelentkeznek, de
fontos patogenetikai szerephez is jutnak a betegségre jellemzd gyulladas kivaltasdban és
fenntartdsaban. Nincs adat az irodalomban arra vonatkozdan, hogy a TLR-ok szambeli, vagy
funkcionalis eltérései kimutathatok-e a fert6zések gyakori kialakulasanak hatterében AD-ben.
A TLR-ok szambeli vizsgalatdnal monoklonalis antitesteket és aramlasi citometria technikat
alkalmaztunk, a funkciondlis vizsgalatokban a CD14 medidlta LPS kotést és E. coli
fagozitozist mértilk. Eredményeink szerint AD-ben a periférias vér monocitakon
szignifikansan emelkedett TLR2, granulocitdkon CD14, limfocitdkon CD180 expressziot
talaltunk. Véleményiink szerint a fokozott TLR sejtfelszini jelenlét AD-ben a folyamatos
mikrobialis stimulus kdvetkezménye. Az altalunk AD-ben kimutatott TLR szam novekedés
még kifejezettebb volt az AD intrinzik csoportjaban (IAD). Itt szignifikansan emelkedettnek
talaltuk a monocitak felszinén a TLR2 és TLR4 szintet, a granulocitdkon a TLR2 és CD14
szintet és a limfocitdkon a CDI180 expressziot. Véleményilink szerint az IAD-ben, ahol
hianyzik a kiilsé allergén mint provokalo agens, a sejtek felszinén megjelend fokozott TLR
expresszio egy bakteridlis komponensekre mutatott esetleges hiperreaktivitas jelzéje lehet. A
bakterialis komponensek igy erds trigger faktorként szerepelhetnek a gyulladas elinditasaban
¢és fenntartasaban. Vizsgélataink soran a TLR-okon keresztiili LPS kotés €s E. coli fagocitozis
nem mutatott karosodast sem AD-ben sem az IAD, sem az EAD (extrinsic AD) csoportokban.
Az AD-re jellemz6 gyakori borfertézések hatterében tehat a periférias vér fehérvérsejteken
nem tudtuk a TLR-ok csokkent szamat, vagy koros funkcidjat kimutatni. Ezzel ellentétben
szignifikdnsan emelkedett szdmot talaltunk, melyet kovetkezményes jelleglinek tartunk. IAD
csoportban ez a jelenség még kifejezettebben volt megfigyelhetd, ami tovabb erdsiti az
irodalomban korabban felvetddott hipotézist, miszerint a mikrobidlis dgensek patogenetikai
szerepet jatszhatnak az IAD kialakuldsaban.

(Siimegi A, Szegedi A, Irinyi B, Gaal M, Hunyadi J, Antal-Szalmas P.: Altered serum concentration and altered
expression of the components of the CD14/TLR complex on the peripheral leukocytes of patients with atopic

dermatitis. Int Arch Allergy Immunol. 2007: 143: 3. 177-84.)

Leukotriének jelenléte atopias dermatitisben



A leukotriének a potens eicosanoidok csaladjaba tartozo lipid mediatorok, melyek fontos
hatéassal birnak az atopias gyulladasokban (példaul AD-ben). A kifejezetten potens leukotrién
B4 (LTB4) arachidonsavbol (AA) keletkezik az 5-lipoxygenaz (5-LOX) Gtvonalon keresztiil
az 5-hydroxyeicosatetraenoicsav (5-HETE) kozti termékbdl egy hydroxilacios 1épést
kovetden. A keletkezett LTB4 a BLT1 és BLT2 leukotrién B4 receptorokat aktivalja. A
receptorok altal medialt szignal utvonalak szamos pro-inflammatorikus sejt kemotaktikus
aktivitasat és  gyulladasos teriiletre  torténé toborzasat serkentik. Az LTB5
eicosatetraenoicsavbol (EPA) keletkezik, ¢és sokkal kevésbé potens, mint az LTB4.
Vizsgalatainkban atopids betegek és egészséges Onkéntesek szérumaban, valamint egerek
vérében allergias szenzitizacié utan tomegspektrométer (LC-MS-MS) segitségével hataroztuk
meg az 5-HETE, 5-hydroxypentadecanoicsav, LTB4, LTBS5 koncentraciokat. QRT-PCR
segitségével meghataroztuk human periférias vér mononuklearis sejtekben (PBMC) és egér
Vizsgalataink soran Kifejezett 5-LOX expressziot talaltunk AD betegeknél (PBMC-ben) az
egészségesekhez viszonyitva, melyet az ovalbuminnal érzékenyitett atopias egerekben is
igazolni tudtunk. Osszefoglalva kimutattuk, hogy AD-es betegekben a LTB4 szignal ttvonal

kifejezetten feler6sodott egészségesekhez viszonyitva.

(Ruhl R, Mihaly J, Szegedi A: Leukotriens and leukotriene-signaling in atopic dermatitis. J Invest Dermatol 129:

S53. 2009., és azonos cimii kozlemény kozlés alatt)

Szérum IL-16 szint és a szenzitizacio mértéke atopias dermatitisben

Az IL-16 egy immunmodulator citokin, mely kemotaktikus hatdsa mellett a T sejt aktivalt
gyulladasokat is felerdsiti az IL-2 receptor o lanc expresszio fokozasa, valamint egyéb
citokinek termelésének stimulalasa altal, illetve immunoregulatérikus jellemzokkel is bir.
Kisérleteinkben a szérum IL-16 és az allergids szenzitizacié mértéke kozti dsszefliggéseket
vizsgaltuk AD-ben. ELISA technikdval mértiik a betegek és egészségesek szérum IL-16
szintjét. A betegek allergénekkel szembeni szenzitizaltsadgi allapotat a totdl és specifikus
szérum IgE szintek mérésével, valamint in vivo Prick tesztek végzésével hataroztuk meg. Az
elébbi eredmények alapjan 3, az utobbi eredmények alapjan 2 nagy csoportra oszthattuk a
betegeket (>5, 1-5 specifikus antigénre pozitiv, illetve negativ betegek, valamint Prick teszt
negativ és pozitiv betegek), és korrelaciot kerestiink az IL-16 és IgE szintek, valamint a
szenzitizacid mértéke kozott. Eredményeinkben szignifikdnsan magasabb szérum IL-16

szintet talaltunk az AD betegekben, mint a kontrollokban, és az 1L-16 szint pozitiv korrelaciot



mutatott a betegek total IgE szintjével és eozinofil sejt szamaval. A magasabb IL-16
szérumszinteket a specifikus IgE antitesttel rendelkezd betegekben talaltuk az antitesttel nem
rendelkezd betegekkel dsszehasonlitva. Bar nem szignifikans mértékben, de a Prick pozitiv
betegekben i1s magasabb szérum IL-16 szintet talaltunk a Prick negativ betegekhez
viszonyitva. Megallapitottuk, hogy a szérum IL-16 szintje bar korrelal a specifikus IgE altal
mért atopias szenzitizacido mértékével, de nem korrelal a Prick teszttel mért szenzitizacioval,
igy kevésbé jelzi a szenzitizacid mértékét, mint a total IgE szint, hiszen ez utdbbi erdsen
korrelal mind specifikus IgE, mind Prick teszt altal mért szenzitizacid mértékével. Az 1L-16
szerepe tehat komplex az AD patogenezisében. A gyulladas kialakulasaban feltehetéen, mint
kemoattraktans, gyulladds fokozd fehérje vesz részt, mig annak késébbi fazisdban

immunregulator szerephez is juthat.
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serum IL-16 level and the degree of sensitization in patients with atopic dermatitis. J Invest Dermatol 2009; 129:
S19.; Nagy G, Garpar K, Irinyi B, Gal M, Tumpek J, Gyimesi E, Sipka S, Remenyik E, Szodoray P, Szegedi A:
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